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DIAGNOSI PRENATALE 
DIAGNOSI PREIMPIANTO 



Definizione 



Diagnos 



renatale 



Con il termine diagnosi prenatale 
viene inteso l'insieme di indagini 
sjmmentali e di laboratonoH mgr 
lizzate a in^IvTIuar^definite^aToTo^re, sia- 
no esse su base genetica, infeUiva, iatro- 
gena o ambientale^HiieTocir^erTifeiTuaT^ 



la diagnosi prenatale includono l 'ecografia 
fetale e le inda 

miche e molecolari effettuate su materiale 



etale , ottenuto mediante prelievo di villi 
coiteli, amniocentesi, cordocenlesi o altri 
tessuli (cute, fegato). 



DPN - Peculiarità 



Non è richiesta dall'interessato 
Non correlazione G/F in tempo reale 
Tempi molto brevi 
Dg basata su unico test 
Invasività (circa 1% aborto) 




Diagnosi prenatale (DP): peculiarità 



...Spesso difficile se non impossibile prevedere 
le conseguenze relative al fenotipo clinico 



Si tratta forse del limite più grande della DP, 
e cioè di una diagnosi fatta in virtuale assenza del 

paziente.... 



Il feto è visibile solo indirettamente 
(ecograficamente), e non è possibile 
visitarlo né valutarne il grado di intelligenza 



DIAGNOSI PRENATALE (OSTETRICA) 



NON INVASIVA | 

- Ecografia 

- Screening biochimico su sangue materno 

- (kìcerca cellule fetali su sangue materno) 
INVASIVA 



- Villocentesi 



- Amniocentesi 

- Funicolcentesi(cordocentesi) 

- Fetoscopia 




IM-4CMr><;T PBP.TAAPT.dMTn (P£T\\ 




DP non invasiva: ecografia 

...Ultrasound is our baby 



SCREENING BIOCHIMICI IN GRAVIDANZA 




/ 



Ì 



i 






DNT: Difetti chiusura 
Tubo Neurale 



AFP (Aifatetoproteina) serica materna 



Livelli ridotti con trisomie 



NT: Nuchal Translucency (translucenza nucale) 



(1 la-14a settimana) Un spessore della "translucenza" 
Fetal nUChal translucency nel 1 ° maggiore o uguale a^mmpuò essere indice di 

• cromosomopatie 

trimestre di gravidanza ^ ( aj fc , dell , g0%) 



Figura 29.1 Aumento della translucenza nucale (frecce) in un fe- 
to con sindrome di Down. Cortesia del prof. G. Noia. 

Neri G, Genuardi M. Genetica umana e medica. Elsevier Masson, Milano, 2007 



Gentile Signora 

Le comunichiamo i risultati del Test Combinato a cui si è sottoposta. 

Come Le è stato chiarito, l'indagine NON CONSENTE di emettere diagnosi di 
certezza, possibile soltanto per mezzo di ulteriori e più approfondili esami (prelievo di 
villi cofTali e/o amniocemesi). 

Pertanto La invitiamo a rivolgersi ad un medico specialista che La possa assistere 
nell'interpretazione dei dati che le abbiamo fornito. 

TFST COMBINATO 

RISCHIO STIMATO PER TRI SOM IÀ 21 DOPO TRANS LU C EN ZA NUCALE ì DUO TEST 



DATA DI NASCITA : 26/07/69 



ETÀ 1 MATERNA: 33 



RISCHIO PER TRISOMTA 21 IN RELAZIONI-' Al! * ETÀ 1 MATERNA: 1 \ 362 
RIA \ LUTAZIONE DEI- RISCHIO DOPO "TEST COMBINATO": 1 ; 3.610 



Test combinato: 
"combina" diversi parametri 
età, ecografia e analisi 
biochimica su sangue 



Ci preme ricordtt ì^_ch^i 

1. La rivalutazione della probabilità di anomalie cromosomiche dopo "Test Combinato" viene 
calcolata correlando al rischio di base legato all'età materna il rischio ricavato con la 
transtucenza nucale e con la valutazione sul siero materno di due proteine, la^APj^^Ja 
BET^jCmibenL 

2. La sensibilità del "Test Combinato" secondo la Fctol Medicine Foundation di Londra, centro a 
cui facciamo riferimento, è intorno al^O^k 

3. La risposta dell'esame è un numero che esprime una probabilità - L* probabilità che il bambino 
sia affetto da anomalie cromosomiche è elevata se il numero è compreso traj/l e 1/300, La 
probabilità è bassa, ma non esclude anomalie cromosomiche, se il numero e maggiore di 300, 



DPN INVASIVA 



Prelievo di tessuti fetali (amniocentesi, 
villocentesi, cordocentesi) 



Placenta 




Sonda a 
ultrasuoni 




Feto 



/ 



Utero 



Cavità 
ammiotica 



it 



Diagnosi citogenetica 
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Coltivazione delle cellule fetali 







Estrazione 
del DNA 



Diagnosi 
molecolare 





Figura 29.3 Rappresentazione schematica dell'intera procedura di diagnosi prenatale, che include il prelievo di materiale fetale, la coltura 
delle cellule fetali e le successive analisi citogenetiche o molecolari. 



Neri G. Genuardi M. Genetica umana e medica. Elsevier Masson. Milano. 2007 



Diagnosi 
Prenatale 



Invasiva 



AMNIOCENTESI 



liquido amniotico 








Amniocentesis procedure. 
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Trisomy 18 karyotype detected by analysis of 

cultured amniotic cells 



AMNI0CENTE5I 

- 15/17 s.g. settimane di gestazione 

- immunoprofilassi anti Rh (D) per donne Rh - 

- 10/20 mi: urina + cellule fetali 
- rischio di aborto: < 1% (0.5-0.8%) 

- necessaria coltura cellulare (2-3 settimane) 

- non rischio di "mosaicismo placentare" come 

CVS 

- NB IVG = travaglio abortivo 



VILLOCENTESI 



villi coi "ali 



VILL0CENTE5I 

(CVS = Chorionic Villus Sampling) 

- dopo Ila s.g. (no <9-10sg) 

- immunoprofilassi antiD per femmine Rh - 

- 1-2% mOSaiciSmO (CPM=Confined Placental Mosaicism) 

- precocità e rapidità diagnosi: analisi su DNA 

e citogenetica (mitosi spontanee) 

- evitare contaminazione materna 

- rìschio di aborto: circa 1% 



- NB IVG = "semplice" raschiamento 



Difetto in riduzione del terzo, quarto e quinto dito della mano 
sinistra in un neonato la cui madre aveva eseguito una villocentesi 

alla 10° settimana di gestazione 



Neri &, Genuardi M. Genetica umana e medica. Elsevier hhassorx, Milano 2007 



Scheda anamnestica personale 



g . QNSUlEMZA Q^N^TrCA FRENATA! F ^r.H EDA ANAMNESTJCA PERSQNAl F 

Si*-™ — . nate a . ( ) fi 

^S. — nato a _( \ fi 

Motivo detla richiesta di diagnosi prenatale Invasiva: 
q Eli materna avanzata (EMÀI 

□ Test biochimici di screening positivi* 

a Familiarità per malattie monogeniche e/o ritardo mentale* 
Q Genitore portatore di n*rM riti lamento strutturale bilanciato* 
Q Precedente gravidanza con anomalia cromosomica* 
a Mal formazioni retai 1 rilevate all' ecografia* 

□ Altro" 

■ Specificare: _ 



Albero genealogico 



Anamnesi personale e familiare 



■ 

Farmaci, Radiazioni, Espostetene a mutageni, infezioni in gravidanza 



sulla diagnosi Direnatale S7nuasi'va 



65 



Atto di Consenso ad essere sottoposta 
a prelievo ostetrico per Diagnosi 
Prenatale Invasiva <*> 



lo sottoscritta 

autorizzo i/il Dr a sottopormi al 

seguente esame: 



PROCEDURA 








Prelievo Transaddominalc 
di VHI^joriali 


Amniocente^i 


Cordocentesi 


Epoca del Prelievo 


Dopo la IO* settimana 


Dopo la 15 * settimana 


Dopo la 18 * settimana 


Tecnica 


Prelievo di villi coriali dalla 
placenta, sotto guida 
ecografica continua, con un 
sottile ago attraversante la 
parete addominale materna 


Prelievo di liquido dal sacco 
amniotico, sotto guida 
ecografica continua, con un 
sottile ago attraversante la 
parete addominale materna 


Prelievo di sangue fetale dal 
cordone ombelicale, sotto 
guida ecografica continua, 
con un sortile ago 
attraversante la parete 
addominale materna 


Rischi Materni 


Quelli di ogni piccolo 
intervento chirurgico 


Quelli di ogni piccolo 
intervento chirurgico 


Quelli di ogni piccolo 
intervento chirurgico 


Rischi Fetali 


Rischio di aborto legato alla 
procedura = 1% circa 
Rischio di malformazioni 
fetali: dalla 10 1 settimana 
uguale a quello della 
popolazione generale 


Rischio di aborto legato alla 
procedura = 1% circa 
Rischio di malformazioni 
fetali: dalla 15 * settimana 
uguale a quello della 
popolazione generale 


Rischio di aborto legato alla 
procedura = 2% circa 


Successo del Prelievo 


Nel 98% circa dei casi al 
primo tentativo e 99,8% circa 
al secondo 


Nel 98% circa dei casi al 
primo tentativo e 99,8% circa 
al secondo 


Nel 97% circa dei casi al 
primo tentativo 
nell'inserzione placentare 
della vena ombelicale 


Accuratezza Diagnostica 


Cariotipo 

Fallimento dell'analisi nello 
0,5%- 1%. 

Falsi Positivi 
(Falsi Malati) nell' 1% circa 
dei casi (per mosaicismo). 

Falsi Negativi 
(Falsi Normali) con analisi 
diretta 1:3000, con analisi 
diretta + cultura 1 :20000 

DNA 

Rischio di Falsi Negativi 
(Falsi Normali) con l'analisi 
del DNA molto rari 


Cariotipo 

Fallimento dell'analisi 
citogenetica nello 0,2% circa 

Falsi Positivi 
(Falsi Malati) nell'0,2- 0,5%. 
Nel caso di mosaicismo può 
essere opportuno procedere a 

cordocentesi. 

Falsi Neeativi 
(Falsi Normali) l: 5000 


Cariotipo 

Gli errori diagnostici 
sono rari 



Essendo stata dettagliatamente informata ed essendomi stati chiariti tutti i dubbi riguardo alla procedura ed ai suoi rischi 
associati, e sapendo di potere chiedere all'operatore di sospendere il prelievo o che l'operatore stesso può a sua volta 
decidere di sospendere il prelievo in funzione di condizioni di rischio che possono evidenziarsi, ed essendo a conoscenza 
che l'impegno degli Ostetrici resta esclusivamente limitato al prelievo e non prende in considerazione eventuali problemi 
di pertinenza del Laboratorio di Genetica che esegue la diagnosi, io faccio richiesta ed acconsento a sottopormi al 
prelievo. 

Firma di Assenso Sig.ra 

Firma (Facoltativa) Sig 

U 



(°) Modello proposto dalla SIEOG 



1 

1 


DIVISIONE Di OSTETRICIA E GINECOLOGIA 

Ospedale Civile Maggiore 


AZIENDA. OSPEDALIERA 
ISTITUTI OSPITALIERI DI VERONA 


AMBULATORIO DIVISIONALE 023 


N. PROGRESSIVO 



Cognome e nome del paziente 


Data Nascita 


N- Tessera Sanitaria 


Sesso 


F 


Indirizzo: Comune di Residenza ULSS N 

1 


PROV: 


» 


ESENZIONE 


A 
R 


NUMERO 



PRESCRIZIONE PROPOSTA 



DIAGNOSI PRENATALE 
CONSULTO GENETICO 

010301 



DATA 



TIMBRO E FIRMA DEL MEDICO 



DP - Scheda anagrafica 

Diagnosi Prenatale Invasiva (prelievo dei Villi Cor ia li /Liquido Amniotico) 



Cogitarne 


Nome 


Detta di nascita 


Teief&n& 






1 / 


1 / 


hìdh itio : 




fi* 


Medico iiìviaiite; Dati. 


Vi 

Motivo della diagnosi: 






Data ultimo mestruazione : 


Gruppo sanquiqno: 



Epoca amenorrea- 



(set timo ne) E po ca gesta z io na te e co g rof tea: „ (sett i mane) 



B.P.D.: 



(mirti) L.F. 



(mm.) CAA 



(mm.) Placenta: 



Toxo: 



Rubeo: 



C.M.V.: 



VDRL- TPHA: 



HbsAg: 



HCV: 



H .1, V. * 



Test di Coombsi 



Numero di inserzioni ago: 



Quantità Villi Cariali prelevati; 



(mg) 



Quantità liquido amniotico prelevato: 
Imrnuno profilassi Anti-D: 



(mi) Chiaro Ematico 



prehevo: 



, U^c'Zrn e rprelievo o nella diagnosi, che richiede là ripetizione della procedura, si può verificare nell'1% 
dei casi. 



L'errore diagnostico, raro, è, sulla base dell'esperienza .■n.pmarionale. inferiore all'1/1000. 
In un caso su cento l'analisi citogenetica non consente una definizione clinica precisa, quando nel feto 
coesistono cellule normali e cellule anomale (fenomeno chiamato mosafc/smo). 



I 



^mniocentesì 

L'amniocentesì è un prelievo di circa 20ml di liquido, amniotico, nel quale sono presenti in sospensione cellule 

di sfaldamento placentari e degli epiteli fetali. • 

Il prelievo è eseguibile dalla 15' settimana di gravidanza. 

Le modalità di prelievo sono molto simili a quelle della villocentesi per via transaddominale. -sotto continuo 

controllo ecografie©. 

Il rischio di abortività è inferiore all'I %. 

Raramente si verificano conseguenze immediatamente successive ai prelievo e consistono nell ,nfez,one o 
nella perdita di liquido amniotico e in contrazioni della muscolatura uterina. 
. Come per la" villocentesi, è consigliata profilassi immunitaria anti-D alla madre Rh negativo a risch,o d, 
jmmunizzazione materrno-fetale. 

L'esecuzione dell'analisi citogenetica da liquido amniotico richiede 20-25 giorni, > 
In rari casi l'insuccesso nel prelievo o nella diagnosi richiede la ripetizione della procedura. 

Risultato dell 'esam e 



Se il feto — ^ r tmnni„ cromosomica il risultato dell'analisi viene comunicato in modo tempestivo da parte 

del genetista, che si mette i n contatto telefonico con la gestante. 

A seguito di una diagnosi patologica è possibile: , • 

w Accettare il concepito affetto dall'anomalia 
^ Tentare una terapia dei feto in utero (se disponibile) 
m Predispnx un intervento correttivo poitnstrùe 
» Interrompere la gravidanza (Legge 194/1978) 

Quando viene diagnosticata un'anomalia fetale, la coppia pu6 accedere ad una consulenza con jj genera , il 
ginecologo, affinché ogni decisione sia presa consapevolmente, dopo aver ascoltato tutte le informazioni del 



casi i 



Se ,a scelta della coppia porta all'interruzione della gravidanza le modali di questa varierar.no a seconda 
dell'epoca gestazionale. 

L'esito scritto, comprensivo del sesso fetale, sarà spedito trascorsi almeno 30 giorni dal prelievo. 

Qualora si desideri conoscere il sesso fetale, si prega di farlo presente prima del prelievo. 

A, termine di gravidanza si prega di inviare a, Servizio di Ecografia « E»»* ffóftfale Mi * ^ 

di controllo dell'esito della gravidanza" debitamente compilata, in busta chiusa, a mezzo posta. ^ 

Ricordiamo che la compilazione del modulo sarà di aiuto sia per le altre gestan.,, sia per una sua eventuale 

successiva gravidanza. 



Principali indicazioni alla diagnosi prenatale 



Xndìcazions 

IV* 1 Vr> ■ Vr 1 • Vr 


Materiale da 

f v IVA 1 Vr 1 ■ VA ■ Vr MM 

analizzare 


Tìdo di analisi 

1 ■ k/V Vili VA 1 IVA ■ ■ »r ■ 


Età materna > 35 anni 

Vm 1 VA 1 1 IVA 1 Vr 1 1 IVA ~~ V/ %-r VAI 1 1 1 1 


Cellule del trofoblasto 

Vr> Vr 1 1 V4 1 Vr VA Vr 1 II Vr | Vr kr 1 VA w 1 Vr 

o cellule amniotiche 


Esame cromosomico 

w w VAI 1 1 w Vr 1 Vr 1 1 1 Vw Vr 1 | 1 1 V* Vr 


Precedente f ialio con 

1 1 Vr V* Vr VA Vr III Vr | 1 V| 1 1 V/ Vr V/ 1 1 

anomalia cromosomica 


Cellule del trofoblasto 

Vr Vr 1 1 VA ■ Vr VA Vr 1 II Vr | Vr hr 1 VA^J 1 Vr 

o cellule amniotiche 


Esame cromosomico 

W w VAI 1 1 Vr Vr 1 Vr 1 | IV w Vr 1 | | 1 Vr Vr 


Anomalia cromosomica 

# % 1 IV 1 1 IVA 1 1 VA V* 1 Vr 1 | | Vr w Vr 1 | 1 ■ vU 

di un genitore 


Cellule del trofoblasto 

VX Vr 1 1 V4 1 Vr VA Vr 1 II Vr | Vr kr 1 VA w 1 Vr 

o cellule amniotiche 


Esame cromosomico 

Vw w VAI 1 1 w Vr 1 Vr 1 | Ivwv 1 | 1 ■ Vr Vr 


Test predittivo 
alterato 

VAI 1 Vrl VA 1 Vr 


Cellule del trofoblasto 
o cellule amniotiche 

Vr Vr Vr 1 1 VA 1 Vr VAI | 1 1 1 ■ Vr 1 1 Vr 1 1 Vr 


Esame cromosomico 


Diagnosi ecograf ica di 
malformazione fetale 


Cellule amniotiche o 
linfociti di sangue 
cordone 


Esame cromosomico 


Malattie mendeliane 


Cellule del trofoblasto 
o cellule amniotiche 


Esame del DNA 



Neri &, Genuardi M. Genetica umana e medica. Elsevier Masson, Milano 2007 



DIAGNOSI 

GENETICA 

PREIMPIANTO 



P.G.D. 




Embrione umano di 8 cellule (giorno 3) 



BIOPSIA DI UN 

BLASTOMERO DA 

UN 

EMBRIONE DI 8 
CELLULE 




Zona pellucida 





Neri G, Genuardi M. Genetica umana e medica. Elsevier Masson, Milano 2007 
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Diagnosi 
Genetica 
Preimpianto 
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Ir filistei oly 'àllectaci emhfyos to ihe patinnt 
| Principi*? of prcimplantation genette diagnosi*. 
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CLEAVA&E - STAGE BIOPSY 



A: hole in zona pellucida made with laser. B: removal of first 
blastomere f rom embryo. C: deposition of blastomere in medium. D: 

removal of second blastomere. 



P.&.b = Preimplantat' 



8-Cell embryos 



Single <eik 



Removal of single 
<:<?ll (or genette 
analysis 




Afected 



U 



! 



Unafected 




Unaffected 



AfFected 



A^ted 



Embiyos 




Afected 



Una^ected 



Una~*ct*d 



AffccTéd 






Preimplantation Genetic Diagnosis (P.G.D) 

single-cell multicolor F.I.S.H. (Fluorescent In Situ Hybridization) 




Result of five-colour FISH applied to nuclei of single blastomere 



PRINCIPALI LIMITI DELLA PGb 

•Complessità dell'intero iter diagnostico 

• Rischi della tecnica analitica 

• Rischio gravidanze multiple 

• Costi elevati 



ARGOMENTI A FAVORE DELLA 



PREVENZIONE DI ANOMALIE GENETICHE GRAVI PRIMA 
DELL'IMPIANTO E DELLA NASCITA DI BAMBINI MALATI 



EVITARE L'ABORTO IN COPPIE A RISCHIO 
SOTTOPOSTE A FIVET PER STERILITA' DI COPPIA 



EVITARE L'ABORTO IN COPPIE A RISCHIO CON RIPETUTE 
ESPERIENZE DI DIAGNOSI PRENATALE SEGUITE DA 

INTERRUZIONI SELETTIVE 



ORIGINAL CONTRIBUTION 



First Unaffected Pregnancy Using 
Preimplantation Genetic Diagnosis 
for Sickle Celi Anemia y 



Context Sickle celi anemia is a common autosomal recessive disorder. However, pre- 
implantation genetic diagnosis (PGD) for this severe genetic disorder previously has 
not been successful. 

Objective To achieve pregnancy with an unaffected embryo using in vitro fertiliza- 
tion (IVF) and PGD. 

Design Laboratory analysis of DNA from single cells obtained by biopsy from em- 
bryos in 2 IVF attempts, 1 in 1996 and 1 in 1997, to determine the genetic status of 
each embryo before intrauterine transfer. 
Setting University hospital in a large metropolitan area. 
Patients A couple, both carriere of the recessive mutation for sickle celi disease. 
Interventions Standard IVF treatment, intracytoplasmic sperm injection, embryo bi- 
opsy single-cell polymerase chain reaction and DNA analyses, embryo transfer to uterus, 
pregnancy confirmation, and prenatal diagnosis by amniocentesis at 1 6.5 weeks ges- 
tation. 

Main Outcome Measure DNA analysis of single blastomeres indicating whether 
embryos carried the sickle celi mutation, allowing only unaffected or carrier embryos 
to be transferred. 

Results The first IVF attempt failed to produce a pregnancy. Of the 7 embryos ana- 
lyzed in the second attempt, PGD indicated that 4 were normal and 2 were carners; 
diagnosis was not possible in 1 . Three embryos were transferred to the uterus on the 
fourth day after oocyte retrieval. A twin pregnancy was confirmed by ultrasonogra- 
phy and subsequent amniocentesis revealed that both fetuses were unaffected and 
were not carriers of the sickle celi mutation. The patient delivered healthy twins at 39 
weeks' gestation. 

Conclusion This first unaffected pregnancy resulting from PGD for sickle celi ane- 
mia demonstrates that the technique can be a powerful diagnostic tool for carrier couples 
who desire a healthy child but wish to avoid the difficult decision of whether to abort 
an affected fetus. 

„„„ „__„ „ www.jama.com 

JAMA. 1999;281:1701-1706 ! 



Kangpu Xu, PhD 

Zhong Ming Shi, MD . 
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Mark R. Hughes, MD, PhD 

Z ev Rosenwaks, MD 

SICKLE CELL ANEMIA IS ONE OF THE 
most common human autoso- 
mal recessive disorders. lt is 
caused by a mutation substitut- 
ing thymine for adenine in the sixth 
codon (GAG to GTG) of the gene for the 
p-globin chain on chromosome llp, 
thereby encoding valine instcad of glu- 
tamic acid in the sixth position of the 
globin chain. The frequency of sickle celi 
trait (carrier status) among the African 
American population at birth is about 
8%, and the incidence of sickle celi ane- 
mia at birth is 0.16%, or 1 per 625 
births. 1 Furthermore, the widespread 
presence of the sickle gene in other eth- 
nic groups has also been confirmed. 2 For 
example, in urban centers in the United 
States, nearly 10% of patients with vari- 
ous sickling disorders identify them- 
selves as non-African American. 3 

Children affected with sickle celi ane- 
mia experience recurrent episodes of pain 
(during sickle celi crises) and increased 
susceptibility to potentially life- 
thrcatening conditions, including bac- 
terial infections, cerebrovascular acci- 
dents, and organ failure. According toUS 
statistics collected between 1981 and 
1992, there were 6.8 deaths per 1000 Af- 



See also Patient Page. 



rican American children aged 1 to 4 yetSS 
due to sickle celi disease. 4 Life expec- 
tancy for persons with sickle celi dis- 
ease varies and therc is an age-related 
pattern in mortaliiy rates: a peak in pa- 
tients younger than 5 years, with a 
graduai increase stariing in late adoles- 
cence. 5 Progress in the treatment of sickle 
celi disease has been slow* At present. 
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Neonato «su misura» per curare la sorellina 

^^^^^ Mbattmmìa^mrm 



ROMA — «Per salvare Marta 
sarei pronto a qualsiasi cosa. An- 
che alla clonazione. L'amore per 
una figlia gravemente malata è 
ria forum ogni cosa». L'ostacolo 
piti impervio Antonio G. rha salta- 
to assieme alla moglie, Maria D. 
Come ultima risorsa hanno deciso 
di avere un designer baby. Un 
bebé concepito su misura, con tec- 
niche di fecondazione assistita, 
perché una volta nato diventasse 
donatore di cellule staminali per 
la sorellina maggiore, talassemi- 
ca La speranza di cura è riposta 
nel ventre di questa donna lecce- 
se, al secondo mese di gravidanza. 

Se tutto andrà bene, il cordone 
ombelicale del neonato servirà 
per trame cellule da trapiantare. 
E' Il primo designer baby Italiano, 
selezionato con la diagnosi pre-im- 
pianto. Tra gli ern- 
iari ottenuti in pro- 
vetta sono stati scel- 
ti quelli privi della ta- 
ìamutmift, poi sotto- 
posti ad un'ulteriore 
cernita. L'utero ma- 
terno ha accolto solo 
quelli che presenta- 
vano compatibilità 
con Marta. In Italia è 
vietato dalla legge 
sulla fecondazione 
assistita, che fra me- 
no di due mesi soster- 
rà l'esame popolare del referen- 
dum. L'abolizione del divieto di 
diagnosi embrionale è uno dei 4 
quesiti La coppia leccese si è affi- 
data a un centro straniero, 11 Mé- 
morìal Hospital di Istanbul, lo 
stesso dove pochi mesi fa è stato 
selezionato un bambino turco. Il 
fratello maggiore, leucemico, bari- 
cevuto le sue stanimeli, il trapian- 
to aPavia, dal professor Locateli! 

È la conclusione di una lunga e 
dolorosa storia che Antonio rac- 
conta prima aensa tradire emozio- 
ni Poi però si lascia andare: -Solo 
ora io e mia moglie ci sentiamo 
tranquilli. Sappiamo di aver tenta- 
to tutto a possibile. La clonazio- 
ne? Non d penserei due volte, è so- 
lo un problema di soldi, che non 
possiedo. Ho speso tutto quello 
che avevo, mi sono indebitato, ho 
lasciato per due mesi il lavoro e 



per fortuna ho ricevuto la com- 
prensione del capo dell'azienda e 
l'aiuto economico del centro di 
Istanbul Provo un profondo senso 
di rabbia quando sento condanna- 
re le tecniche che potrebbero dare 
una cura a tante creature afflitte 
da malattìe genetiche. Seleziona- 
re embrioni non significa puntare 
ala razza ariana, cercare bambini 
con occhi azzurri e capeffi biondi, 
vuol ondare un futuro ad una ra- 
gazzina amata visceralmente». 

Marta è nata nel '92. Sembrava 
perfettamente sana, i genitori han- 
no scoperto che aveva il morbo di 
Cooley solo durante la seconda 
gravidanza. Mostrando le anana 
ai medici hanno compreso quale 
tipo di eredità rischiavano di tra- 
smettere ai figli. Marta è risultata 
talmud*''* ma fortunatamente 
il fratellino, Luca, è 
venuto al mondo sa- 
no, possibilità che ri- 
guarda un caso su 4. 
«Non ci siamo alteri 

— continua Antonio 

— La bambina é sta- 
ta messa in lista per 
una donazione di mi- 
dono. Non se ne tro- 
vavano. Abbiamo de- 
ciso di fare un terzo fi- 
glio, senza provetta 
rigioco del lotto. Fla- 
via, la terzogenita, è 

nata sana ma senza le caratteristi- 
che di compatibilità necessarie 
per curare la sorella». Antonio 
non demorde. Passa la notte al 
computer, si documenta con k 
moglie attraversa l'Italia richiama- 
to in centri del Nord dalla prospet 
trva di soluzioni che poi si rivelano 

non percorribili 

Marzo 200i la legge sulla procre- 
azione assistita gli sbarra la stra- 
da Un giorno scopre l'esistenza 
del Memoria! Hospital di Istanbul, 
dove il biologo molecolare France- 
sco Fiorentino ha creato lo stesso 
centro esistente a Roma dove pe- 
rò molte tecniche non sono con- 
sentite. Rinasce la speranza A 
Marta è stato spiegato che quel 
anarto bambino vedrà la luce per 
lei «Gli vorrò un bene grande -da 
aui aU*infinito», sorride fiduciosa 
Margherita De Bac 




Francesco Fiorentino 



9 




Md^toHmam jtewM» M PP- 44 5-460 t a ì 04_ D0I: W- 1 ™'"*^ 5 

Development and clinical application of a strategy for 
preimplantation genetic diagnosis of single gene disorders 
combined with HLA matching 
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Istanbul Memcrial Hospital, Istanbul, Turkey and 3 GENOMA (Molecular Geaetics Laboratary), Rome, Italy 
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Pr»i™ n | a nt n Hn» Hl^jaatehiiL t. has recently emerged as a tool for couples desiring to conceive a potential donor progeny for 
}rÌS\anm™iu a sibling with a lile-tbreateniiig dWordcr. In this paper w« describe a strategy optimized for preimplantation 
genetic diagnosi* (FC.D) of haemoglobùiopatMes combiued with HLA matching. This procedure involves a rainisequencing- 
based genotyping of HLA regions A, B, C ami DRB combined witb mutatjon aoalysis of the gene regjonf involved by mutation. 
Analysis of at least eW^olymorphic short tandem repeat (STR) marker* scattered throngb the HLA coraplex bus also been 
inclnded to detect potential contamina tion and crossing-over occorrerne between HLA genes. The above assay can also be osed 
for preimplantation HLA matching as a primary indication. The strategy was clinically applied for HLA matching in 17 cycles 
(14 fUlah—iirii. rme for Wisgrt^ldnch syndrome and tu,, Ibi > (d armi;.!. A reliable HLA genolype was achieved in 
2*5/266 1^9 tlòrthe NastoiwreHnTEHS (14.8%) embryos were obUneJ tbat were HLA-matched with the affected 
siblings, 14 (9.4%) of which were unaflccled and transfer red back to the patients. Fonr clinical pregnanaes were obtamed, 
three of which (one twin, two singletons) are ongoing and were confirmed as healthy and HLA-identical with the affected 
children Minisequcncmg-based HLA tvping combined with HLA STA haplotyping has been sbown to be a reliable strategy for 
preimplantation HLA matching. The major advantage of this approach is that the validation of a single assay can be done once 
and tben osed for the majority of the patients, reducing notably time needed for preclinical set-up of each case. 

■ 

Key worèr. haematopoìetk stem celi transplantatioij/niicrosatellites/miniseqiiencing/preimplantatioD HLA matching/preimplantation 
genetic diagnosis 
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reimpiantation HLA Testing 



Yury Veiiinsky, PhD 



Svetlana RWhitsky, PhD 



Tatyana Sharapova, MS 



Randy Morrà, MD 



Mohammed TaranùeL, MD 
Anver Kuliev, MD, PhD 



REIMPIANTATION GENETTC DlAG- 
nosis tfGD) has become avail- 
able asai^iternativc to 





the risk lor pregnancy termination, be- 
cause PGD allows selection of urtaf- 
fccta^mbryos bcfore a pregnancy is es- 
taDUsnccHucs^ite the need for ovarian 
stimulation and in vitro fertilization 
(IVF) to be part of the procedure. PGD 
has become an acceptable method for 
avoiding the birth of children with ge- 
netic disorders 1 3 Introduced more than 
a decade ago, PGD has been applied in 
thousands of clinica! cycles. 4 

At prcsent ^more than tOOdifkren? 
Lcnetic condii rSmcanonsior 

:1 indica- 



uni 



tìons for which 



iosis has n 
lesDreim 



rcr been use, 



kWMJNUÌI 





ìn- 

matching 
not onrvToal- 
chikJ 



coup 
but alsoto 

en^forster nyon." ine 

approach has previously been applied 
to avoid the biith of a child with 
Fanconi anemia (FA)» which is a se- 
vere autosomal recessive disorder char- 
acterized by inhcnted bonc marrow fail- 
ure req uiring ^bone m arrow or cord 
blood_transplantation Froni an HEA- 
.matched sibling. 8 This approach re- 

For editorìa! comment soo 





Context Preimptantabon genette diagnosts (PGD) has become an option tor coupies 
for whom termuiation of an affected pregnanc^Sentined by traditional prenatai di- 
agnosis is unacceptabte and is applicante to indteations beyond those of prenaia] cS- 
agnosis, such a sjHA ma te hi ng to affected sibiings to provid e stem cei tr< 

Objecttve To describe pr eimplantation HLA typing „not invoiving tdentmcation of a 
cau sative gene, far couries who had children with bone marrow dis orders at need for 
stem 





Design, Setting, and PartJcipants HLA matchéng procedures conducted at a single 
site durìng 2002-2003 in an in vitro fertilization program for9_couptes with children 
affected by^uteivrngjiojd 

j^uinng M^w naKnea s^ clinica! cycles, 




^jackfan 
sTDNAm 



fdlowing in vitro fertilization was 
anajysis for shorUano^mreDeaty 
and transfer only those embryos^fflW^re^BWfflaTcfNed, to 



removed from 

s siniuilaneously wi 



HLA region 
àtfecte3slbli rìgsT 

JMafci Outcome Measures Results of HLA matching and pregnancy outeome. 

Results Asaresultof testing a total oH99em!^ 

of which 28 were Al^WWInrTlìrcIfnlHrcy^ 

and rffroTT H LA r makhed healthychildren . 

Conclusi on This is the first known experience of preim plantation HLA typing per- 
formed without PGD for a causative gene, jxoyiding coupies with a reaiistic option pf 
n ^gsJjj ^ m ^f c h€^~offs pnng to serve as po^tiaTdonors^f sternjcejis for their_af- 
fecied sibiings. ~~~ ' 
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sulted in t hcjbirth of an HLA-matched 
child free oì rA whos e cord flood 
ccHs were iTanspjarjte^otneal 
smljng with FA^ resulting i njTsuccèss 1 
R3 hematoppieìic rccorisiitution JjLA 
matching would jgt te cons idèred ap- 
rjrogng^ 
tuseonne 




describe tlie first clinica! expe- 
rience o f pre implantation HLA match- 



mg withoutPGp of a^usajiy^cne, 
deìnTnìsrraUngftne fcasibility of ThTs 
novcl approach for É 

, plantation in 

' rowl 




METHODS 

Setting 

The preimplantation testing proce- 
dures were conducted at the Reproduc- 
tive Genetics Instarne (RGI), Chi- 
cago, 11L The RGI was established in 
1989 and in 1994 was designa ted as a 
Pan American Health Organization/ 
World Health Organization Col- 
laborating Center for Prevention of 
Genetic Disorders. The study was ap- 
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STRs haplotyping in preimplantation HLA matching 
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Figure 1 (a) Preimplantation HLA matching in combination with PGD for /?-thalassaemia, resulting in the birth of two twins HLA matched with the 
affected sibhng. Specific haplotypes were determined by genomic DNA analysis of HLA 5TR markers and Beta globin (HBB) gene-linked markers from 
father, mother (upper panel) and affected child (lower panel-left side, black square). Informative STR markers are ordered from telomere (top) to 
centromere (bottom). The numbers in STR markers represent the size of PCR products in base pair. Paternally and maternally derived HLA haplotypes 
matched to the affected child and STR alleles linked to the paternal and maternal mutations are represented in boldface. Examples of different results of 
HBB mutation analysis and HLA haplotyping from biopsied blastomeres are shown in the lower panel. The HLA identity of the embryos with the 
affected siblmg has been ascertained evaluating the inheritance of the matching haplotypes. Embryos 1 (carrier) and 8 (affected) represent HLA non 
identical embryos. Embryo 3 was diagnosed as normal, and embryo 7 as carrier, HLA matched with the affected sibling. ET = embryo transfer (b) 
Example of recombination detection in a preimplantation HLA-matching cycle for a sporadic form of Diamond- Blackfan anemia (DBA) Embryo 1 
shows a single recombination occurrence in maternal haplotype, between markers D6S1 05 and MIB (square); in embryo 6, initially appearing to be 
HLA matched with the affected sibling, a doublé recombination event in paternal haplotype, between markers D6S1 683 and D6S265 (sauare) is 
evident. ^ 



have already been transplanted to the affected siblings of 
three couples, resulting in a successful haematopoietic 
reconstruction for ali the patients. These preliminary 
results, combined with the recently reported successful 
HSC transplantations, 5 ' 11,12 are very encouraging and 
suggest that preimplantation HLA matching could repre- 
sent an acceptable alternative for the achievement of a 
successful treatment in children affected by severe con- 



genital or acquired bone marrow disorders, in the absence 
of a compatible related donor. 

In conclusion, the reliability and robustness of the STR 
HLA haplotyping protocol makes this method an attractive 
strategy for preimplantation HLA matching. The present 
results confirm the feasibility of the procedure, providing a 
realistic option for couples to have a child, who would also 
serve as a UCB donor for an existing affected sibling in 
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PGD: aspetti etici 
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inn> muw (li Mita. I finito niHln 
prima piiKlnH d«] flm^l U cu- 
KìWlITMI^ftWJAacli* UH Mtllll- 
liaUli la. huùrolflAdtic aftuldb.- 
(0 HWHJPtìrtwi dP|!n ipnRTKir.1 
fcfrtrtLu-u impianti* Iti ell- 
DtfnRDdr> c*5l la p0S*ll~>Ult4 rb 
uve™ un P-irllo d(M j .d liLula 
■tono m-flLatttR drila mudm. 
Uri ìclhi o-tliLi i i^m a rriidLLu- 
hrt.T^Jl^nUdlaiinbrttnrini 
na ni bruita dhl tiuntì "beb* 
cmló. JU mlm-JEp ' 
pvi r.ÀAr.zfi clftlt- 
Cr.r-JtFf, Efpflro ma 
cùiLÌ'iò Idi' u echio. 
In icaltà'1; flncpfo 
in ^ucilL*ii4 , ebe 
dnvrpfcnr- n^-cir 
L«l 4 EiièsL bu frutici 
la wTrpfiza di 4MB 
5 vdu polirei la ffflr- 
p?ri <-nTip.cr-3gP.34i 
i L;l litiLiiiiLD Là 
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la possibilità 
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ixl Hyt Ciuw» Tiujik, Bfuppo 

■Il minputtt] Ber punivi:* f *n 

□eli «n>ui d« r^wiiitcì- 

tna, Jji JiiihSìu dnf£ Invaca 

the Vindluli-J rvJLji^L'^L FL«li di 
rrnilltnrp In lucri teiLup n gin 1 - 
iJkZc «Ori ^ipnjLiini* 

CLhr le farrdgLJc htULkn 11 nn 

f.'rm hnnnp c-uv npntta LI pri- 
mato £ sitai ù oTuifflbM tfilnJ- 
™ti>Tl drllTTr^vt'CTlléF ^llCJO 
3TQhasi5taJ di Londra^tsi Pini] 
Bellini, nnpfioi ih lìnLla J liù- 
ffin>*l I>Te-llùpÌÉUSbV riie iia 
nnpraHÉijja i^Kl 11 
EJS^i Ji r 5UL - -.Ivi- 
In fnrnlKl.13: 
mu CutMJpl BetLL 

m j-i xi ■ ii. 11 I iitt" r 



bcitm u*bI cIka MC 1 iLalUfb) 
prr L quub turi ìlrfrM 1 IiiI'jci ni 

può tortoti"", oh: in "jjiujiriTi 

jwn rrnplanin. 

nM bcli« cdftL'er/rnc «id àvr- 
vHi.it ppin>lfmi na rtriUiUi, 

bujiiici .ullLLnsiiiir La IVc4indii- 
gli'nvr ur!:r.-Jp|<- ttj\a pur iwl*- 
aJuIuìIt: un -Knibir*riinr una. L.a 
h^llrita rhi" poiJC"Lri> Jjf "ViU - " -1 
ù dC-btb LfldJcetlujnrzitn rsc-- 
r-nrlnta, id hinc? ndh UH' ilici 
wHn-irth DjT-ttdiia rcUnrcoìn- 



^1Ért LI IL" T> 

hLimiii r rl^n d* un nrrlii^ 
£r ii Jn curii tful proruwuir flt- 
ri uil iiiLAndiij rtminln tni-tn ln 
JWtUTKlrn^Ll^, ^AUULLuKi Cni- 
tv J'UUlijuCeljteri c In due srl 
Unnn.ii4 vh& Hhbluiyj HitpvE^n- 
l\} per L tLrtUlLuLL Avuti kiai« 
t---rrthli|. 4JTH7.IP al nSrln Df-l. 
tUUjIntou dtìlruWJtfipetB- Ga- 
sa tpjo- In bandi* r-hn porta 
iti ercniLKi, chi- lìoancnl tru 
■rihi* ned, twaipk'lRinMit* 
tuin. 

Fna1al»r C^ndis 



«Ma questo intervento 
è eticamente scorretto» 



RUMA — rrimraurcD ÌYActhiLluD. to| £ il pf#!|i|iji-q 
t^d+l Hi^trù^nifiilUtÉi HHicHUlp di hln^Blrj, u# 
]Wu dJ Lju*ui4i ]ujri|dii£ ch« n i^indm 4i Jitute crrn- 
la IVI ili jnuril iHir nTHfllJilnuiljknj 41 ni itiTiP d-i-LlA Ilftfl- 

&k lkljLlll|j rJI NU,1 ElklUlinìlL? 

- ip^ttn ùotA j-.i ■Lrfj;.|jL- sHpnbrurr mu biiu Holtonto 
ÌUUt 

«Mii 1U>i> Ili ^ jjUl n« Inveiirr nLluniM pikrliunju di tAn 
jntffVHIvUliVritiUi^J H Hnnnri«4LIVci. N*<l num ru f H*hh 
c|u<uLcj ìumlIi imnKlUra Ci^lHJtKlli"? iPfiidFnrJdr-.^ 

l|ii pn I li Imii ihdba dirJLlava 4ft uuiui3Hi|j|f h|ì di un rri|- 
ii- -I-I i Ii.iii.i i-|-i dlii>4-<r7. MhA bHithn inuLalrkjju, 

"H k UfPapfllUi'iì li Nk-iir.* 

pinne* Irtrlovo-lir, l'iìrcj iwn PUunn> 
phrlalhl'i ili Uri r In Uri" hip ^hr nìrn 
KSa nanJDH*. b«Eii3 di un iranbfWmn 
Qherk&filiiiivii - Il il|3| 3 i hi,UiihJ £ BLuCti 

:p rutili nnn **il<"Wf>ji* m pFf- 

Hdeuuan ■ dannu di *Urt entUrionl! 

NdPlMiin, Il l--l.il l II Li - ft c4HHflE.ll pmtl- 
i.'n l'ÌLc tjnh èoUUÉMétìti* CniTTelLa*. 

Htfciil mtEi It tìUfiWlLyi allo- 

«quuJuiai.ju« ititrtfttiiiLo ili ttra- 

pia tìnìlrn rhfi va a forarti dufi'HIB- 
hrlnliP, mai quaatq (WÌtlinta <lr?pij ih* J'nùibliiprw nl<- 
ftiftJLU'.H. tjueiti? In Italia t rtirrifitto Ala rlii ìtn putita 

di rutà'irticci t9a di uq uunto Jl vlhUi j^ucidkPii. Ik^- 
lanLfl i-Jnrdu Hai nnn abbiwrjP EUilXlninatrJTcili'iiahi 
1 1 Li r J L/ibèfvcjiLn ■ Li LrrupiRKcnlri]- 

l£ qUeiiEn Inl-rr.fritih MilTr-HiJHlnin- liifliiM? 

-.tfUPStcj non 0 LUI LlLlef VebUl budaia itj Una cLLuud- 
■. □ diuyjnwl pmnHitJilp h rln* T>rap*ut3CiJ- ìv rtpdtD, 
UUt^Lij v ilrjrif i!H!ri dnn<iL wn7JJ pTr>blr.aii1 mulfdtrO- 
•"■n^ìd di front» a UJj ln!*rt?EBtu di tnniplo nenlca ri e 
mpttr Jn plfl^o pln r marinili l^d l'jlla ■^Ji'ùJLruiti? 
Eia». 

Alessandra atwiIm 
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ina c L r atUur.L- 
pnrlr^nd'C' drlin 
vussfìj^iltfld.!. skiiLi- 
■C^[i<- rjii'ebtLL nr,i:- 
irinlla :■ n: n 1; tic u 
prr srrrOraS.-:!-!! jr,- 



- dalla mamma. Le pro!c$t:: «Scattati iti laboratcrio ftitte possibili vite« 

non avrà il cancro 

LonM diagnoii pre-impianto. Gli scienziati e i politici si dividono 




Una legge controversa 
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La sentenza II Tribunale: incostituzionale il divieto di congelarli 

Il Tar boccia la legge 40 

Embrioni, sì alle analisi 

II comitato di bioetica: no ai limiti per rianimare ì neonati 

FECONDAZIONE ASSISTITA. Nuova bocciatura per la legge 40 






I giudici annullano le linee <<la diagnosi genetica preim- ^jj^g, , j . : 

guida perche «illegittime pianto deve ritenersi del tutto 

«a^- A^A^^k'iri; «/^r.^ legittima»; 4 . j!ì 

per eccesso d. potere» • £a m Sezione del Trmunale 

e anticostituzionali Amministrativo solleva anche 

' la ; questione di legittimità co- 
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chiesto alla Consulta di prò 
nunciarsi sulla costituzionali 
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S22. Overview of preimplantation diagnosis 

L. Gianaroli; 

S.I.S.Me.R. Reproductive Medicine Unii, Bologna, Itaiy. 

Following ite first clinical application in the year J990, PGD 
(Preimplantation genetic diagnosis) was integrateci into in vitro 
feriilization programs for the analysis of genetic disorders before the 
corresponding embryo is transferred to the patient. This approach 
represents an important alternative for couples at high reproductive 
risk which othewlse, In case of an aftected fetus, nave to decided 
Shether to interrupta preanancy after conventionai prenatal diagnosis. 
Throughouf the years, the in'dications were expanded and now PGD 

in the following situations^f 
dìseases;6tto carriers of balance 




to couples at 



risk of getWating high proportions of aneuploid ernTryps for which 
they are exposed to faiied or abnormal imp!antation;Qto couples 
having an affected chiid requiring bone marrow transplantation from an 
HLA-identical siblìng; ant*%o ™rrf»r« nt predisposition to late onset 
disorder s. 

According to the reports of the International Working Group, on PGD 
and the ESHRE PGD Consortium, the demand for P GD has constantly 

and the number of cycles^erformed wonawjde until nuw 



in cr 



Sclèds 6000. The reported pregnancy rate j 5 and 30% 

per cycle'with an incidence of obstetric and neonatal complications 
similar to that reported after ART. The incidence of malformati ons at 
birth is also in the same range as that characterized m'ICSI children. 
The attitude towards PGD is extremely different in the different 
countries, due to cultural and religious aspec te. This vanabihty is 
present also in Europe, with some countries like < Aus^ria 4 ggrrnany, 
Italy and Switzeffl^prohibiting by law the use of the technique. As 
fasulle % ^rm nf reproductive tourism began, and couples questing 
for PGD are now looWng for it in the buropean countries in whom PGD 
is currently applied. 



Per approfondimenti 
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Preimplantatiofi genetic diagnosi* 



fcrnn 5™v,pn ^ndn? Sten SùsrEepnem, ùicf i la^ers 



P re hi piantatoli genette dlagnoste \PGa\' f was titreduced at the beginnlng of tlw lMft as an alternative to pronainl 
dlagno&ls. to prevent tennlriiitlon of piegnancy In comrte* wttli a high rlsk Hh Mteprlng afFeeted Biy a se-K-HnKed genetic 
tflseirse. At ttiat Urne, enttJtyos oatainefl In vitro w?ro lestea to ascertaln Tfielr &*jk. ami onty ferriate 1 entfjryos were- 
trsrreferretì. SBwe tfren. teennlques for genette anatyste at tue slngle-c -E-n te-rei. Involvlng assessnwnt ai First and 
leeone pelar bodtes Frani oocylas or Wasturneres trom cteavage-stage ernnryos. nave evmv&J. Ffcjorewence ft-sltu 
hytHtdl&atlen (F1SH) rsas Unii Irrtroduoed tà! the analyste ef otinomosoines and PCR hi r tue anal^sls of genes In case» 
nromjgenlc atees-ses. le-Ttne culturE ai embryjas has ateo Impmed through the use ili sequentEal media. Here. we- 
previde an orerete - * of Fndlcatlons For. and technlques used In, P-GD. and dFstuss resurts obtalned wttli the tecnnSque 
and Gtiteomee, of pregnancEee. A bhef revlew of nen TecHnolo^ iee, Is ateo kKluded. 



!! Merari pui-iu deci gcnsk djii^Ti;^ 'fPGD)- un enriy cirro of 
prciuiJi] ddigncHE, in whicb anfaryon crcaLcd ki Titro ore 
anahjsedl Ibr w^cH-dcEnt-d generk deferix; «ri jr dm fan: irf 
die dcfeeLt are replaeed Loco llie w-Linb. 1 libi: LcelrJiqiJE. 
□iod miinly in. r*c- heaud zidieu'.ioa groupi. The 5ns grocip 
are- iojdindsinb at high riwi 2: Lavina □ er.ild wìib □ gamie 
diiccne — Eg, cnricn of □ rnceiDgcnk i5*m*c or ri 
eF_-» m ■>:■:: cni] i™ja unii jber-jvien- . .uà; i', uursJ-in- 
ùnnm — wbo Ime Tirptslcdty cpteeE to coumu^c ibar 
progonn-fia. dh. che badi or cauta af p re eia tal Lata, bave 
ecawreenreni infEitàìry (a sa crmgciubd binai] ktacnec ec 
die vii ddaxnsi. Fiavr. bad rcpjrrai: cnijeiirrii,eej fus □ 
oftea daE rase in [j amine ab cai cameni, or have rdiigican ar 
ubimi objeeiiani ed □bortioci. The aecmui group uè ihmc 
bang crcated wiib b-ràra EcniliaxDCD {TV! 7 !, wno inigTi: 
bn^c e law geneck ósk. bui wbosc anbpi n innxned. far 
cbjrxncfK. r cnc ■acuptriidxj lj aibimcc Lbcir -chanci cf no 
ratgcxig pcacaiacy. PGD Tar anmnx{»d!]r Kxeeating iTtiD- 
AS1 is moinl/ apptk.il wbai « lcw IVF «icoeu raic irrighi, bc 
□nribuiiblc chnKinwiiEM] ancuploidicat io ebe ccahiyc*, 
n b s-nmcLtmci ebe cdk in wanm dder diun D£c 
37-30 jebtt;. : 

PO D vraa fini discnbcd in a eumeni ecukig io .■ greti nd- 
bixiiksig ncpxH^ poblÌEhc-1 in I930. 1 mricb bad □ giraL eSTecr 
un UEC t-egisiiisuo «ilb rrapces, te- anbry!» nsccrch. 
iV-dimbniri' ciperi min -j bad. bowevcr. beco dcscriicd 
m pliuJ jfra aedier LL Tbc first appaici ticm ce PGD wu% io 
pALioiui wbo werc esili iti i of an X~3iokcd dìseiiK aod bad 
dina octe eòa ne e bi Eetir oT onving an a deci ed ebiEd. 1 
Scejucaccfi ix\ die Y-chzonioiocr^s were anipLificd by PCJ? 
lo rfiu-rrminni p mi]L fr-.no remile anbcysi, and only temale 
cniErya* nn temafrjxt?±. SLoee tben. PCR au \x.vn oied 
■od reno ed for dùgnoib- of cererai al che more camnxxi 
enooDgcnic ettauoex. 1 Li ibc eoriy ] 1^9 iX, a meebod dine 
alLowcd Kngle-cdt uuilyse: il ibe ehd^eaoaaeaiJ lerci ni 



LjrEd 2004; 361: 1033^1 



deso^jeeL; Jlefiretcooce in-rilu }ivbri±inoor. l'ITS FT^ bu 
unoc replueed P^IR n a reliabk meLhod far Ùuz Hodng cJ" 
errhrjoi," 1 Jjvd. box beai vrirfxìy mscó for PGD-AS aod fur 
decectKKL aJ axibaUoced Ebrcm af cbreaocnearuil 
BbciradarEk 4 ^" 

Hoc, v>c dscuu locLbc-Ja euud ita ebagnesù- afgcnciie 
dÌKnn, indteitkiEui Ebe P&D ukI rcnuJLi 
obismcd vrùb die rcebniqacE. aod aobseqonoc oulc^cocx 
of prcgnjETjcica. Wc ebeo irook obeud dL sìduie -jf ihe oltw 
otethods beiog bumdueeeL 

In-vitro diagno&lre procedure-* 

Pmccduras- ictcd ed obiom coeyersi ihr^jgh. ^rrarion 
h.ypcn dm id olì on. IY1™ cectuuejoe» sueh ai iocraeylo- 
p burnir ipcon iojscrckMi, aod cnibryc eoirurc ceaididocu 
F.avc beco v-ndolv reiicwcd du.'wlien: 1 " 3 and are 
eanàdtrcd auciide ebe^eopc ufLbi:i rc¥ÌL*w. 

Bìophf ot pelar Bodle-a and emhryoa 

Pia fa-- body bttpsj 

Poiir botBt* cui be bscjwLcd widizoc uficeliog m cg^fi 
ni. il 4eT fcndlLiiDoo di cteoiuoI eie n'D£c ci che embryo, 
and. eoa bc lacd, ti» deduce eoe genotype af tbc oocvie. Tu 
Dbtsns pacar badie?., a slh is crude in die zacu pcUuciii by 
□scchankal rncuns -ViLb abim nccdlci) or vrith. Laaer 
LeehnDlogj'. The pcLcr hadj a ebeo geody driwo ool of 
Lbc cgg wHh ■ bietpsj 1 pipetta. 

VerLinity aod l olle iguc*"™ □iaaeered ibe appsoacb n te 
bcgbi v«--ÌLh aa toc finsi pc-lar body oedy aod lucer aa tbc 
Konad fcEtnidcd. aitar jcmltudeai end cacapleucn af ibe. 
i-o-ond rneiottc djvuicaO to incrcuie DccurEry of 
dingncrtU-' 1 In a large scrìa oTtcrn aod Keeaid pnlar-body 
aoaiyseì Far singie-eenc daiordera, VerliniVy and 
ca-uforkens' 1 coTrcah' kfentìBed « genetie -dia arder in 
i i 57 of E tìS) af ODCjia icrted. 

Searcti stratega and sei ection orìteiia 

" li i ■ : i i i 



EEPnntiumvT. iew, 
Tbart* àlmààÈiàé^» 
pz-.yuny in whidi a fona. 
rrib.-aniziej-lia5Jjilia-pjeh.pt 
ulu^inretlrry as i ri)fou\ unmz- ci 

dlC ilClLUaigETUCÌC rnrriHLnn 

Tbc pracrca of entra eoplei or 
FfwreoplEL, uf Kiiri' 
UuLaiucniLS. 

DTJUiTDClTr 

A pr rirr.j tinn Li L lt i rrri h rjii'" Ira: 
mfitaim > \lusì FEtod dvtn 
eatkdsliasrxrfd. 
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P REI MPL ANTATI ON GENETIC 
DIAGNOSIS 

Peter Brande. Susan Pickering. Frances Fìlnter anó Caroline Mackie Qglivie 

Preim pianta ti cn genetic dcgnosis PGD) g an ^volving technque that prosò-? 1 :, a pracdcal 
aJternatÀi'e to pncriatal diagnosis and lerminatian oF piegr^ancy for couples who a?e at i-ubstantia 
Tisk oF trarrsmittirìg a sefious genetic d'Herder to ther dfspnng. Samples for genetic cesting are 
obtamed fram oocytcs or cleavir^g embryos after ivr vitro f erti 0 za ben . Only embryos that a?e sbown 
te be free oF the genetic d&orders are made avaiabè Fot repbcerrrert: in the uteru5 r in Ehe hiope oF 
establishinc} a pregnancy. PGD Fias pf evided unique iniagriEs irto aspeets of reproductive 
geneDcs and eady human developirnent. but has also raised impalarti new ethical issLies about 
asEintec n-jman reproducticn. 



rrclmptirnaUori fensslc d lagnosEs (PCD) Is a cUnur.aJ 
rJLLtgnasÈjc pmr.odiirf! that has cvotreri rro-m Ihe ssib- 
Hlan.[tLtl adhfjjx-eìi in asslstcd r/Ep rodi tic tivu VeichntÀogy 
Uiat have Dccttrred sJnce tbc EUil tiCrth mitlUnpifrorn 
iir vitro FertlLlsaLlinn ( EV Fj ncarLy 25 yrars agp. PC D 
WBScrlE^iiitlJy deveìnped ss in allLTn.isJvt la prEnatal 
dlagrusLv ta reduce' the tranuntsstcm □[ scaltre gene tir 
cStsease for fcrtLle couplis wttih a raPFDDi.xrnvt. idkk 1 . In 
PCD. ct?l lutar malnnat front rxjcyli?sor eirly hiitnan 
Einbryos that have beert cntlitred in vitro [TIC 3} Is 
lestexl for a spcctfJc gc-neUc abnorjikittlty. AEtprdtiefl- 
nosts, n-nJy the unafTwled embryus are seEected for 
Eransfcr lo the- uierils. Ir cocrtnisl io ihis speci Tic and 
ItrrdlBdapputi-aLInri.lr:-: w.mih- ii^hrK-l-Ligv ha.\ nt rrìlh 
been used more frcq^ontlv 1n [niprove EVI- success 
far LniertllE 1 coi i pJes by screening erti b r>os for cu m 
mon or age-riHaled MwnjmMuii:-; fanMHiptoJdy screen- 
!nfi.PCD-AS). 

The first ajccesslì il diniLcal appllol Lan of PGD fu r 
gcfKtic: lSIsf^sc- Envolvacl the um of PCR tu ampli ty a spe- 
clEtc riprat on the Y chmmosmne lo sex L^nThryos lei the 
presene!? or X-Llnked genetic eDndJUaEE : — in thls case, 
sdrenulpiikadysiroptiv (ALD) and X-Unkod mcmlitl 
retrircLj.tlon.Sijb5lant.la3 grt>unt!work for the c tinte iti 
applicatile! of PCD lo vari tu ts conriltlorts (see heEow for 
further dEsLiissEanl was iinderrahen in the late I9S& 
and. Jn 1^:*?^, rnc 1 hrv, \ ìw blrrhv*3sreparted fcrìlowlng 
PGDfarcysiÉ: Qbrosls (CF} 1 . 



PreimpEanunton timing -uJ mbr™ nat new J . ]n 
IQGB, Gardtwi and ErJwards were abJc to «l\ rrtbbEt 
cmbryus using a sex -spcclfic chromaLtn pattern in 
HLrisrarrwr blopsbes, befare Lhtìr transfer lo thr titerus*. 
Pretmplantatjon tesling of ctnhryos Ls alsa iised rou- 
Undy in ani ma E htisbandry to prudute anlrnals of the 
prefPTTed sgus s , 1-Idwvct, thf! rJlriJcaLappltciiJLtinnriiUs 
Lype of tKhnukrgy. In ari alien ipt Ed prave ni Lransrnls- 
ston of girici Jr dlseose In Jiurruins, Is stili cvolvlng. 
McasiJTlng.LTylrjp[asnUc LTnymeactavtty in indUVidua] 
emhryanEc rrelFs was first Investigateci . as a nwthod of 
PGD, for dtn&oJ ionrìlULins dhanicaerlsd by ;u ■ n^rnce 
orn reditcUon of speclEk ert^me artlvJty. Among-such 
i:ondJJ tnns afe seveie rjorahinpd ImmiusridMJdaiq'dJs- 
cudnr 61 <_SC [ adcnnslnE deamlnase deridency). 
Lesch Nyhan syndrame (IJ^S; hypo^irrJiInephospbcr- 
rlbosj'l transferase dcfldency ) and Tay • Sachs disease* 
(TSD: hex(Js;amln^dass , de/klency}. KnwE^^e^ 1 LhJs 
mrthod tnmed out In be af Unined use when ri became 
rJear trial ir wus dJJTJciiJt tu d^Ilng,iiJsh niatirnally Lnhef- 
tled enzyme actlvliy thal was presenl In the Docyte, from 
the cmbryo s uwn cnzymc ncUvliy. In ihe mJd IQSQs. ihe 
advent uf FCR pcnvlded a far superlar metti od far 
genetic tesi I ng. maklng Jt posslblu Io carry out a dtag- 
nostJc test on hJghly cancotnralcdi and rela ttv^Ly pnns 
amrj3tf3cd EX! E f ragments that sponned tbn apprrjpnalo 
genetic miilatJonr 1 . The abittty In eslract DNA and 
rì'jil^ k alh . h.ìi ii-'ini.'- ■-udv *>',::•.: :iiif:. ■Iì.;.-Ii.';:J i Ili 
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